





























12年 1月 1日～12月 5日)を行い､収入総額は
1,058,634円､支出総額 272,156円､残高 786,478
円であること､④平成 13年度の研究会活動とし
て､2回の研究会 (第 41回､第 42回)の開催､














































































































































































































究会活動計画として､第 41回､第 42回研究会 (岡
山県産業振興財団後援)の開催､第 18号会報の


































































































山下摂 1･2)､久保正法 2)､横山隆 2)､三浦克洋 2)
(I)元科学技術振興事業団.･科技特研究員､岡山
大学農学部 2)農林水産省 ･家畜衛生試験場 (覗
特別行政法人 ･動物衛生研究所))
[目的】ヒツジやヤギのスクレイピー､ウシの海
綿状脳症 (BSE)およびヒトのCreutzfeldt-Jakob
柄 (CJD)などのプリオン病は､共通の脳症をき
たして死に至る伝達性の神経変性疾患である｡本
病は､正常型プリオン蛋白 (PrPC)が､異常型プ
リオン蛋白へと構造変換を起こすことが原因とさ
れ､異常型の蓄積やアミロイド様変性および空胞
変性やグリオ-シスなどによって特徴づけられるO
近年､スクレイピープリオン蛋白 (PRPSC) を用
いた実験において､1'DYJ'voおよび 1'DVL'lI･0で
ともにアポ トー シス様細胞死が誘導されると報告
されている｡このことは､プリオン病における神
経細胞死にアポ トー シスが関与することを示唆し
ている｡さらに､ヒトPrPCのアミノ酸残基 106
から 126番目に相当する配列の合成ペプチ ド
(PrPIO6-126)は､)'L7VL'tl･0において神経細胞
に対し毒性を有し､この商域がプリオン病発症に
深く関与することが示唆されている｡そこで本研
究では,合成ペプチドPrPIO6-126によって神経
系の細胞に誘導される細胞死の特徴を明らかにす
るため､ラットおよびヒトの PrPIO6-126を合成
し､GH3細胞に誘導されるアポ トー シス様の細胞
死におけるDNA断片化､形態学的および生化学変
化について検討した｡
[材料と方法】ペプチ ドにはラットおよびヒト
の PrPIO6-126(RatPrP106-126)､HuPrPIO6-126)
および HuPrPIO6-126のアミノ酸配列を無作為に
並べ替えたペプチド(SCR)の 3種類を合成し用い
たOまた､HuPrPIO6-126と同様の機序で細胞死
を誘導すると報告されているカルシウムイオンチ
ャンネルブロッカーの nicardipine､およびアポ
トー シス誘導剤としてトリコテセン系マイコトキ
シンのフゼレノン ‡(FI)を用いた｡株下細胞に
は､成長ホルモン分泌ラット下垂体腺腫細胞由来
のGH3細胞を実験時に無血清培地で培養すること
で用いた｡DNA断片化はアガロースゲル電気泳動
で検出し､アポ トー シスの指標とした｡形態学的
観察は､光学および電子顕微鏡を用いておこなっ
た.生化学的検討は､カスバ-ゼ活性の測定およ
びカスパーゼ阻害実験によっておこなった｡カス
パーゼ活性は､caspase-3､-8および-9について
測定した｡カスバ-ゼ阻害実験は､カスパーゼフ
ァミリーを広く阻害する Z-VaトAla-Asp-(owe)-
CH2F(Z-VAD-fmk)および ZIAsp-CH2-DCB(Z-Asp)を
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用いておこなった｡
【抵果】RatPrP106-126は､ラット由来の GH3細
胞に DNA断片化を誘導し､HuPrPIO6-126の DNA
断片化誘導能と違いのないことが確認された｡
prplO6-126および nicardipine処理による GH3
細胞のDNA断片化は､24時間から96時間の曝露
まできわめて緩慢に進行した｡しかし､アポ トー
シス誘導剤であるF‡処理では､8時間から16時
間の短い曝露時間でDNAの断片化が強く認められ
た｡光学および電子顕微鏡による観察において､
prplO6-126で処理した細胞には核の濃縮が高頻
度に出現したが､核の断片化は認められなかった｡
これに対し､nicardipine処理では核の濃縮と低
頻度な核の断片化､F‡処理では高頻度な核の断
片化のみが認められた｡生化学的検討において､
PrPIO6-126処理で､GH3細胞のcaspase-3､-8お
よび-9は活性化が認められなかった｡また､カ
スバ-ゼ阻害剤も､PrPIO6-126処理による GH3
細胞のDNA断片化を全く阻止しなかった｡一方､
nicardipineおよびF‡処理は､GH3細胞にカスパ
ーゼ活性の上昇を誘導した｡PrPIO6-126ペプチ
ドは､nicardipineおよびF‡とは異なり､GH3細
胞にカスパーゼ非依存症のアポ トー シス様細胞死
を引き起こし､細胞の形態にも違いが認められた｡
一般講演 (3)
トレハラーゼノックアウトマウスの作出と
表現型解析
平田京子､紙谷隆志､松本修二､有安利夫､
新井千加子､京野文代､吉賓知代､栗本雅司
(秩)林原生物化学研究所 ･藤崎研究所
[日的]二糖類トレハース (TH)は､大量製造法
が確立して以来､様々の分野で研究が行われるよ
うになり､その機能性が明らかになりつつある｡
食物成分に対する安定化や保護作用は食品分野で､
保湿作用等は化粧品分野で注目され､それらの分
野で THは広く使用されている｡我々は､従来よ
り THの生理的作用について興味を持ち､骨粗髭
症モデル動物に対して THが骨減少抑制を示すこ
とを明らかにした｡しかしながら､そのメカニズ
ムについては未だ解明できていない部分が残され
ているO通常の実験動物では､THをグルコース2
分子に分解する酵素､トレハラーゼ (THase)が
小腸などで発現されているため､THの生理的影
響は限られた範囲でしか観察できない｡そこで､
我々は､THaseノックアウトマウス (KOマウス)
を作製し､THの生理的作用の研究に役立てるこ
ととした｡
[方法]マウスTHaseのゲノムDNA配列を解読し,
その情報を基に構築した targetingvectorを用
い､腫性幹細胞 (ES細胞)の相同組み換え体を
得た｡凝集法によりキメラマウスを作製し､その
後 2回の交配を経て､homozygous(-/-)Ⅹ0マウス
を取得した｡定法に従い mRNAおよび THase酵素
活性の検出を行った｡形態学的な観察として､
THaseの主な発現部位である小腸および腎臓の抗
THase抗体による組織染色および電子顕微鏡での
組織細胞学的比較を行った｡また､TH負荷試験
では､THlg/kgを経口投与し､30､90､180分後
の血糖値を測定した｡
【括果】マウスTHaseのゲノムDNAは､15個のexon
と14個の intronから成ることが分かった｡THase
の酵素活性中心は exon5-exon7にコードされて
おり､この領域を欠失させるように KOマウスを
作製した｡KOマウスでは､酵素活性中心を内在
する mRNAおよび THaseの酵素活性はまったく検
出されなかった｡また､成長､生殖､および各種
組織の形態に関する異常はみられなかった｡抗
THase抗体による組織染色では､野生型マウスの
小腸上皮刷 子縁および腎臓近位尿細管上皮が強く
染色されるのに対して､KOマウスのそれらの部
位は染色されなかった｡THの経口負荷試験では､
ヘテロ(†/-)および野生型マウスがともに30分を
ピークとした血糖値の上昇を示したのに対して､
KOマウスは血糖値の変化を示さなかった｡
[考蕪]THの経口負荷で KOマウスの血糖値が変
化しないことは､少なくとも消化器系で TH分解
酵素としてのTHaseの機能を代替する他の分子は
発現されていないことを示す｡THaseの主な発現
部位である小腸や腎臓の組織形態の観察結果は､
THaseがそれらの分化や発達には影響していない
ことを示唆するoTHaseKOマウスは､成長や生殖
には異常がないことから､系統の維持も容易であ
ると考えられる｡このマウスを利用することで､
THの生理的作用の解明が期待される｡
一般講漉 く4)
これからの動物実験施設を考える
夏目克彦
((秩)夏目製作所)
これからの動物実験施設を考えるとき､重要に
なるであろうキーワードを3つ挙げたい｡その第
一は､ますます多様化して行くであろう実験内容
や実験方法に対応する為の､フレキシイビリティ
二であろうC2つ目としては動物福祉にどこまで
配慮できるかであろう｡さらに､3つ目には､広
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い意味での､環境衛生という言葉を挙げておきた
い｡
◎フレキシイビリティ
まず､動物種の変化に､どう対応するかが､問
題になって来るだろう｡ある時はマウスがやたら
と増え､またある時はラットが多くなるというよ
うな事態は､今まで以上に増えるのではないかと
思われる｡
また､ブタを始め､今まであまり使われなかっ
た新たな動物が使われるようになる可能性も大い
にある｡
次に微生物学的レベルへの対応が考えられる｡
多くの施設が信頼できるブリー ダーからのSPFの
導入を前提にして､検疫室を減らしている現状か
ら､トランスジェニックやノックアウトなどに代
表される､少数多系統の必ずしもクリーニングさ
れていない､様々な微生物学的レベルの動物を導
入するに当たり,いかにしてコンタミネーション
の防止を図るかは大きな問題になって来る｡
◎動物福祉
一昨年､｢動管法｣の改正を前にして､実験動
物界に様々な議論が沸き上がった時に､私は､い
ずれ動物福祉は避けて通れないのだから､法律に
よる､ある程度の規定はあってしかるべきだと申
しあげた｡
もちろん動物実験そのものに反対する人々とは
別の､動物実験をする立場で､真筆に動物福祉を
考えて､規制ではなく､規定を設けても良いので
はとの意味である｡
施設自体が､動物福祉と､どう対応すれば良い
のか難しい点もあり､むしろソフトの問題が多い
のかも知れないが､やはり視野に入れておかなけ
ればならない､大事なことだと思われる｡
◎環境衛生
ここで言うのは､施設内での労働衛生環境と､
排気･排水･廃棄物処理や省エネを含む､外部 (地
球)環境衛生のことである｡施設内で働く人々の
感染対策やアレルギー対策は元より､外部への汚
染対策､更には省エネ対策無くしては､これから
の施設と言えないのは当然と思われる｡
今回は､時間の関係もあり､以上挙げた3つの
キーワードの内､主に ｢フレキシイピリティー｣
を中心に､これからの動物実験施設について､い
くつかのヒントをお話しさせて頂こうと考えてい
る｡
特別講洗
多EI子疾患原田遺伝子のPositionalCloning
への取り組み
一肥満 ･高脂血症 ･高血糖を支配する
遺伝子の解明一
渡連 武
(大塚製薬株式会社大塚GEN研究所
OLETF解析室 室長)
我々は､OtsukaLongEvansTokushimaFatty(以
下 OLETF)ラットを解析することにより､肥満 ･
高脂血症 ･高血糖 ･インスリン抵抗性等のⅡ型糖
尿病 (インスリン非依存型糖尿病)に特徴的な病
態を支配する遺伝子を明らかにすることを目的に
仕事を進めている｡病態を支配する支配する遺伝
子および遺伝子ネットワークを明らかにすること
で､VALIDATIONを与えられた遺伝子に基づいた
ゲノム創薬を目指している｡
OLETFラットは 1982年に河野らにより樹立さ
れた い肥満を伴うⅡ型糖尿病日のモデル動物であ
り国内外で薬剤試験等にも広く使われている有用
な系統である｡ OLETFラットではヒトと同じく複
数の遺伝子の変異により病態が成立していること
がQTL解析法による全ゲノムスキャニングで明ら
かにされている｡
生活習慣病のように複数の遺伝子異常の結果生じ
る病態の責任遺伝子探索は非常に困難であり､世
界でも数少ない成功例しか存在しない｡
我々はゲノム解析材料が整備されていなかった
ラットにおいて､まず世界で最初のラットゲノム
基盤材料を整備し､多くの研究者が利用可能なゲ
ノム地図を公開した｡さらに一般に責任遺伝子同
定まで5-10年以上と考えられてきた生活習慣病
(量的形質支配)責任遺伝子の探索において､新
たな遺伝子コンセプトに基づいて解析を進め約 1
年で責任遺伝子が存在するゲノム上の詳細な位置
(lMb)を決定した｡さらにコンジェニック系統
において同ゲノム部位を正常化した場合に肥満､
高脂血症､高血糖､インスリン抵抗性に対する有
意な改善効果を有することを確認するとともに､
確定されたゲノム領域から PositionalCloning
法により､責任遺伝子の同定を目指している｡
平成 12年度第2回理事会
平成12年12月8日(金)12時40分から13時10
分までメルパルク OKAYAMA(岡山郵便貯金会館)
の研究会場で開催された｡
①平成12年度の研究会活動 :第39回研究会は
7月 8日岡山大学文学部で一般講演 3題､特別講
演 1題の内容で､第40回研究会は12月8日メル
パルクOKAYAMAで､特別講演2題､記念講演 1題
